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Test Spezies: Apis mellifera L. (iberiensis E.)

Test Art: Kontaktest nach OECD Richtlinie Nr. 214
Oraler Test nach OECD Richtlinie Nr. 213

Durchfiihrung der Tests: 27. —29. November 2018
(durch: Agrologia S.L.U., Finca La Dehesilla, Ctra.
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1 Einleitung

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung einer moglichen Toxizitat der Beutenschutz Lasur
LIXUMP™ auf die Honigbiene Apis mellifera L. unter Laborbedingungen. Hierbei wurde die
Toxizitdt nach Kontaktapplikation oder oraler Applikation anhand der Mortalitdt sowie
Verhaltensauffalligkeiten im Vergleich zur Kontrolle bewertet. Die durchgefiihrte Studie entspricht
dem Testdesign der OECD Test-Richtlinien Nr. 213 (oral; 1998) und Nr. 214 (Kontakt; 1998),
welche fur die Prifung von Chemikalien und Pflanzenschutzmitteln herangezogen werden.

2 Material und Methoden

Kontakttest - akute Toxizitat

In der Kontakttestung wurden adulte Arbeiterinnen der Honigbiene (Apis mellifera L.) mit
5 Testraten (jeweils 3 Replikaten) von LIXUMP™ Beutenschutz Lasur behandelt. Hierfiir wurden
die Bienen von einer Beute in 10er Gruppen in die Testkafige (Replikat) tUberfihrt. Nach einer
kurzen Betaubung mit CO, erhielt jede einzelne Biene einen 2 uL Tropfen Testldsung auf den
dorsalen Thorax (Abbildung 1). In einer parallel mitgeflihrten Kontrolle wurde Wasser mit einem
bienenuntoxischen Benetzungsmittel (1% viv Tween®80; zur besseren Haftung des
Wassertropfens auf dem behaarten Bienenkoérper) behandelt.
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Abbildung 1:
A) Equipment zur Betdubung der Bienen im Kontakttest; B) Kontakt-Applikation der Testldsung auf den
Thorax der Biene

Oraler Test - akute Toxizitat

In der oralen Testung wurden adulte Arbeiterinnen der Honigbiene (Apis mellifera L.) mit
5 Testraten (jeweils 3 Replikaten) von LIXUMP™ Beutenschutz Lasur behandelt. Hierfiir wurden
die Bienen von einer Beute in 10er Gruppen in die Testkafige (Replikat) Gberflihrt und erhielten
ein Futterréhrchen mit behandelter Zuckerlésung (200 pL pro Kafig mit 10 Bienen) (Abbildung 2).
Aufgrund ihres sozialen Verhaltens erfolgt eine Gruppenfutterung vor dem Hintergrund, dass das
Futter gleichmalig untereinander verteilt bzw. weitergegeben wird, wodurch jede Biene 20 uL
behandelte Zuckerldsung empfangt und somit der gleichen Dosis ausgesetzt ist. Durch
Zuruckwiegen der Futterrdhrchen nach der Darreichung der Applikationslésungen konnte die
tatsachlich konsumierte Menge und Dosis pro Biene bestimmt werden, die im weiterfUhrenden
Bericht als solche angegeben sind.

Abbildung 2:
A) Einfiillen der Testlésung in die Futterréhrchen fir die Applikation ; B) Bereitstellen der Testlosung fir die
Bienen (orale Applikation)
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Allgemeine Erlduterungen

Fir Pflanzenschutzmittel und Chemikalien beginnt das Testprogramm zur Bestimmung der
Vertraglichkeit gegentiber der Honigbiene mit einer Laborprifung. Dabei wird die akute Toxizitat
an der Honigbiene nach oraler Aufnahme oder Kontaktapplikation bestimmt. Hierbei wird, als
Mal} fur die Toxizitat, eine letale Dosis (LDsg) ermittelt, bei der 50 % der Versuchstiere sterben.
Dieser Endpunkt wird mit der in der Praxis vorgesehenen Aufwandmenge in Beziehung gebracht,
woraus sich ein Hazard Quotienten (HQ; Schadigungsquotienten) ergibt. Zur Risikoabschatzung
dient dieses Verhaltnis als Indikator, ob ein Mittel als bienengefahrlich oder nicht-
bienengefahrlich eingestuft werden kann. Ein HQ-Wert von 50 dient als Schwellenwert: liegt der
ermittelte Wert unter 50, kann das Mittel als nicht-bienengefahrlich eingeschatzt werden, und es
bedarf keiner weiteren Testung unter Freiland- oder Halbfreilandbedingungen. Was im Detall
bedeutet, dass unannehmbare akute Auswirkungen auf das Uberleben und die Entwicklung des
Bienenvolkes ausgeschlossen werden konnen.

Datenerhebung - Testbedinqungen

Bei beiden Tests wurden die Mortalitat sowie Effekte beim Verhalten erhoben und 4 h, 24 h und
48 h nach der Applikation dokumentiert. Die Bonitur zu den Verhaltensauffalligkeiten erfolgte im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle der Tests. Als Endpunkt beider Tests gilt die LDs, (letale Dose
bei der 50 % der Tiere tot sind) nach 48 h. Die Mortalitat [%] ergibt sich aus der Anzahl lebender
Bienen im Verhaltnis zu der Anzahl von Bienen zu Testbeginn. Fir die Kontrolle gibt es ein
Validitatskriterium, dass nach 48 h die Mortalitat in der Kontrollgruppe < 10 % sein muss.

Beide Tests wurden unter kontrollierten Klimabedingungen mit einem Temperaturbereich von
2512 °C und einer relativen Luftfeuchte von 50 — 70 % durchgefihrt (Abbildung 3). Wahrend des
gesamten Versuchs standen die Bienen in kompletter Dunkelheit, au3er zu den Boniturzeiten.
Direkt im Anschluss an die Applikation (nach Kontaktapplikation bzw. Entnahme der
Futterréhrchen mit behandelter Testlésung) wurden die Bienen in den Kafigen mit unbehandelter
Zuckerldsung gefuttert, die ihnen unbegrenzt (ad libitum) wahrend der gesamten Testzeit zur
Verfugung stand.

Abbildung 3: A) Applikationsphase im oralen Test; B) Aufstellung der Testkafige in Testraum
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3 Ergebnisse
Kontakttest

Im Kontakttest zeigte die Kontrollgruppe keine Mortalitdt nach 48 h sowie keine Auffalligkeiten im
Verhalten nach 4 h, 24 h und 48 h. Die Kontaktapplikation der Testraten von 6.3, 12.5, 25.0, 50.0,
100.0 pyg LIXUMP™ Beutenschutz Lasur / Biene brachte keine Mortalitdt nach 48 h hervor. Es
zeigten sich wahrend des gesamten Tests keine Abweichungen im Verhalten nach der
Behandlung mit < 100.0 pg LIXUM"™ Beutenschutz Lasur / Biene. Dementsprechend ist die LDs,
(48 h) > 100.0 pg LIXUMP™ Beutenschutz Lasur / Biene.

Kontakttest - Mortalitat und Verhaltensauffalligkeiten von der Honigbiene

4 h Bonitur 24 h Bonitur 48 h Bonitur
ouppe | Dosis | Woraita (RIS woraita | CEES Mot S
mean % > A M mean % > A M mean % > A M
Kontrolle ;"I‘ﬁ?o”n 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0
100.0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0
LIXUMPro 50.0 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0
[ug Produkt/ 25.0 0.0 0 0 O 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 O
Biene] 12.5 0.0 0 0 0 0.0 0 0 o 0.0 0 0 o
6.3 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0

Mortalitdtswerte basieren auf Mittelwerten von 3 Replikaten mit jeweils 10 Bienen (je Dosis); Verhaltensauffalligkeiten

(im Vergleich zur Kontrolle) wurden differenziert in: A) Beeintrachtigung in der Bewegung M) moribund (nahezu tot)
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Oraler Test

Im Kontakttest zeigte die Kontrollgruppe keine Mortalitat nach 48 h sowie keine Auffalligkeiten im
Verhalten nach 4 h, 24 h und 48 h. Die Kontaktapplikation der Testraten von 12.5, 25.0, 50.0,
100.0 pyg LIXUMP™ Beutenschutz Lasur / Biene brachte keine Mortalitdt nach 48 h hervor. Es
zeigten sich wahrend des gesamten Tests keine Abweichungen im Verhalten nach der
Behandlung mit < 100.0 ug LIXUMP™® Beutenschutz Lasur / Biene. Dementsprechend ist die
LDso (48 h) > 100.0 pg LIXUMP™ Beutenschutz Lasur / Biene.

Oraler Test - Mortalitat und Verhaltensauffalligkeiten von der Honigbiene

4 h Bonitur 24 h Bonitur 48 h Bonitur

Behandlungs- A . Verhaltens- . Verhaltens- . Verhaltens-

Dosis Mortalitat e Mortalitat e Mortalitat e
gruppe auffalligkeiten auffalligkeiten auffalligkeiten
mean % > A M mean % > A M mean % > A M
Kontrolle Tween 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 o0

solution

100.0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 6.7 0 0 0
LIXUMPro 50.0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0
[ug Produkt/ 25.0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0
Biene] 12,5 0.0 0o 0 o0 0.0 0 0 o0 0.0 0 0 O
6.3 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0

Mortalitdtswerte basieren auf Mittelwerten von 3 Replikaten mit jeweils 10 Bienen (je Dosis); Verhaltensauffalligkeiten
(im Vergleich zur Kontrolle) wurden differenziert in: A) Beeintrachtigung in der Bewegung M) moribund (kurz vor dem
Sterben)

4 Schlussfolgerung

Die akute Toxizitdt von LIXUM™ Beutenschutz Lasur wurde nach oraler Applikation oder
Kontaktapplikation tiber 48 Stunden beobachtet.

Die LDsg lag in beiden Tests (Kontakt + Oral) Uber der héchsten Rate von 100.0 ug Produkt/
Biene.

Eine weitere Testung im Halbfreiland oder Freiland sind durch die sehr guten Testergebnisse von
LIXUMP™ Beutenschutz Lasur nicht angezeigt.

Weiterhin konnten bis 100.0 ug Produkt / Biene keine Verhaltensauffalligkeiten im Vergleich zur
Kontrolle festgestellt werden.

LIXUMPR® Beutenschutz-Lasur zeigte nach oraler Applikation oder Kontaktapplikation
keine Effekte auf die Mortalitdt von Bienen und deren Verhalten im Vergleich zur Kontrolle.

In diesen Tests zeigte LIXUMPR® Beutenschutz-Lasur keine Toxizitit gegeniiber Bienen.
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5 Anhang

Kontakttoxizitatstest — Mortalitat und Verhaltensauffalligkeiten

4 h Bonitur 24 h Bonitur 48 h Bonitur
Behandl
sranclunasarer® | e Verhaltens- Mortalitat Verhaltens- Mortalitat Verhaltens-
auffalligkeiten auffalligkeiten auffalligkeiten
) No. Mor No. Mor No. Mor
Testrate Replikat alive (%] > A M alive (%] > A M alive (%] > A M
1 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0
Control 2 10 o 0o o o] 10 0 o o o | 10 0 0 0 o
Sucrose
solution 3 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 | 10 0 0 0 0
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0
LIXUMPro 1 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
100.0 ug 2 10 0 0 0 10 0o 0 0 | 10 0 0 0
Produkt/ 3 10 o 0 0| 10 0 0 0 10 0o 0 o0
Biene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0
1 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
LIXUMPro
50.0 ug 2 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Produkt/ 3 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Biene
! X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0
1 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
LIXUMPro
25.0 ug 2 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Produkt/ 3 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Biene
! X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0
1 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
LIXUMPro
12.5 ug 2 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
Pg?dUkt/ 3 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
iene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0
1 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
LIXUMPro
6.3 g 2 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
P|r3c_)dukt/ 3 10 0 0 0 10 0 0 0 10 0 0 0
iene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0

No alive.: Anzahl lebende Bienen
Mor [%]: Mortlitat
x: Mittelwert Mortalitat [%] / Anzahl Bienen [n]

>: Summe Anzahl Bienen mit Verhaltensauffalligkeiten

Verhaltensauffalligkeiten wurden differenziert betrachtet:
A: affekted; mit Beeintrachtigungen in der Bewegung
M: moribund; starke Beeintrachtigungen bis nahzu tot
Alle Berechnungen basieren auf der Verwendung von ungerundeten

Werten
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Oraler Toxizitatstest — Mortalitat und Verhaltensauffalligkeiten

4 h Bonitur 24 h Bonitur 48 h Bonitur
Behandlungsgruppe Mortalitsit Verhaltens- Mortalitsit Verhaltens- Mortalitiit Verhaltens-
auffalligkeiten auffalligkeiten auffalligkeiten
. No. Mor No. Mor No. Mor
Testrate | Replikat | o0 o 0 2 A Mlgie 1 2 A Mlbie @ 2 A M
1 10 0 0 0 o0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 o0
Control 2 o 0o o0 0|1 0o {0 0 0|1 0 0 0 0
Sucrose
solution 3 10 0 0 0 o0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 o0
x 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 (] 0 30 0.0 0 0 O
LIXUMPro 1 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
100.0 pg 2 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Pg?dukt/ 3 10 o 0 0| 10 0 0 o0 8 20 0o 0 o0
lene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 28 6.7 0 0 O
1 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
LIXUMPro
50.0 ug 2 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Produkt/ 3 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Biene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 O
1 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
LIXUMPro
25.0 ug 2 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Produkt/ 3 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Biene
X 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 O
1 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
LIXUMPro
12.5 g 2 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Produkt/ 3 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
Biene
! x 30 0.0 0 0 o0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 O
1 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 o0
LIXUMPro
6.3 ug 2 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 0 o0
Produkt/ 3 10 0 0 o0 10 0 0 0 10 0 0 0 o0
Biene
' x 30 0.0 0 0 o0 30 0.0 0 0 0 30 0.0 0 0 O

No alive.: Anzahl lebende Bienen

Mor [%]: Mortlitat

x: Mittelwert Mortalitat [%] / Anzahl Bienen [n]
>: Summe Anzahl Bienen mit Verhaltensauffalligkeiten

Verhaltensauffalligkeiten wurden differenziert betrachtet:
A: affekted; mit Beeintrachtigungen in der Bewegung
M: moribund; starke Beeintrachtigungen bis nahzu tot
Alle Berechnungen basieren auf der Verwendung von ungerundeten

Werten
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